Molekularné biochemické vlastnosti ti'i enzymii, které mohou slouZit jako nové cilové struktury
pro navrhovani 1é¢iv proti Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum je jednobunécny, obligatorni a vnitrobunéény parazit patiici do
kmenu Apicomplexa, ktery mtize infikovat hospodatska zvitata a ¢loveéka. Zptisobuje akutni prijjem u
zdravych, imunokompetentnich jedinct, ale mize vést az k zivotu ohrozujici, chronické infekci u
imunokompromitovanych pacientd. Ackoliv jiz bylo testovino mnoho potencidlnich 1éCiv proti
kryptosporiidu, zatim nebyla nalezena dostate¢né ucinna lécba. V poslednich letech se vyrazné
prohloubily znalosti metabolickych mechanismil tohoto parazita, a to hlavné diky vyraznym pokrokiim
v molekularni biologii a osekvenovani genomi C. parvum a C. hominis. I pfesto musime fict, Ze nase
celkové porozumnéni specifickych metabolickych drah je stidle limitovano. Jejich detailni
charakteristika nAm mutize pomoci ptiblizit se k nalezeni novych cilovych struktur a strategii pro vyvoj
ucingjsich 1€kt proti lidské i zviteci kryptosporidioze.

V této dizertacni praci byl}l testovany tfi nepostradatelné enzymy C. parvum:

Pyruvat: NADP oxidoreduktiaza (PNO) je unikatni enzym centralniho metabolismu,
zodpovédny za pfeménu pyruvatu na acetyl-CoA. Jedna se o ojedinéle se vykytujici fuzi dvou domén,
N-terminalni pyruvatferedoxin oxidoreduktizy a C-terminalni cytochrom P-450 reduktazy. Tento
enzym se nevyskytuje u ¢lovéka a jinych mnohobunécnych organismt, charakterizovany byl pouze u
Cryptosporidium parvum a Euglena gracilis, kde se nachazi v mitochondrii. Jeho lokalizace v
kryptosporidiu nebyla zndma. Umisténi PNO v butice ovlivituje jeho biologickou funkci, proto byla
ovétena moznost zda by se mohl nachazet v mitochondrii kryptosporidii nebo v jejich cytosolu.

CpNARF je gen, jehoz jméno bylo odvozeno od enzymu NARF (Nuclear prelamin A
recognition factor), ktery se vyskytuje v jadie lidskych bun€k. NARF proteiny vykazuji uréitou
sekvenéni podobnost s [Fe] hydrogendzami, ale nemaji jejich hydrogenazovou aktivitu.
Kryptosporidiovy gen byl zaklonovan a charakterizovan. Jeho doménova struktura a fylogeneticka
analyza piekvapivé odhalila, Ze predpokladany kryptosporidiovy protein sdili vetsi podobnost s
NARF-like geny aerobnich prvokt a vySSich eukaryotickych organismi nez s [Fe] hydrogendzami
anaerobnich prvoku a bakterii.

S-adenosylhomocystein hydrolaza je enzym regulujici S-adenosylhomocysteinovou metabolickou
drahu a soucasné regulator transmetylacnich reakci. Je povazovan za dtlezitou cilovou strukturu pro
navrhovani antivirdlnich a antiparazitarnich 1€ki. I kdyz je pfitomen v lidskych a sav¢ich buiikach, lisi
se od nich tento kryptosporidialni enzym svoji rostlinou inzerci. Proto byl vytvotren re-kombinantni
enzym, ktery byl charakterizovan a dale testovan v pfitomnosti potencidlnich inhibitorii. Soucasné
byla zjistovana Gcinnost téchto inhibitort na rast C. parvum v lidskych burnkach in vitro.



